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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Verfahren zum Anbinden bzw. Im- 
mobilisieren von Nukleinsauren an eine Feslphase sowie 
zum Aufreinigen der gebundenen Nukleinsauren, wobei die 5 
Festphase mit hydrophilen und hydrophoben Gruppen be- 
legtist. 

Fiir viele Arbeitstechniken ist es erforderlich, daB die ein- 
gesetzten Nukleinsauren, insbesondere DNA, frei von sto- 
renden Begleitsubstanzen sind. Mit herkommlichen Verfah- to 
ren erhallene Nukleinsauren uiussen deshalb vor einer Wei- 
terverwendung in den meisten Fallen aufgereinigt werden. 
Beispielsweise miissen vor einer Sequenzierung von PCR 
(Polymerasekellenreaklion)-Produklen uncrwiinsche Ne- 
bcnproduktc, iibcrschiissigcr Primer, nicht cingcbautc Nu- 15 
kleotide undSalzedes Reaktionspuffers abgetrennt werden, 
da sic die Sequen/ierreaklion storen konnten. Auch bei einer 
Vervielfaltigung von DNA mit Hilfe von Zellen muR vor der 
Weiterverarbeitung der gewiinschten DNA eine Aufreini- 
gung orfolgcn, bei dor das Zclldcbris nach einer Lysc abgc- 20 
Lrennt wird. Die gewiinschle DNA mu6 dann vor der Ver- 
wendung, z. B. fur einen Restriktionsverdau oder eine Se- 
quen/ierrcaklion, von Veritnreinigungcn, wie RNA, Prolci- 
nen, Salzen und dgl. befreit werden. Auch fiir eine quantita- 
tive Bestimmung von Nukleinsauren, beispielsweise iiber 25 
UV-Absorplionsmcssungcn, isl /.uniichsl cine Aufrcinigung 
erforderlich, da fur eine fehlerfreie Bestimmung die verwen- 
dete Nukleinsaureldsung frei von anderen Bestandteilen 
sein muR, die im gleichen Wellenbereich wie das ge- 
wiinschle I'rodukl absorbieren, beispielsweise RNA. Pri- «> 
mer, Nukleotide und dgl. Auch bei einer Konzentrationsbe- 
slimniting durch llnoriinelrisclic Mcssiingen nuissen aufge- 
reinigte Nukleinsauren verwendet werden, damit es nicht zu 
unspezifischer, das Ergebnis verfalschender Fluoreszenz 
kommt. 35 

Bei massenspektrometrischen Untersuchungen von Nu- 
kleinsauren. insbesondere DNA. beispielsweise mil 
MALDI-MS (Matrix assisted Laser Desorption/Ionisation- 
MassSpectrometry ; Mai rix-uni crsi ii i/iel .aserdesorption/Io- 
nisations-Massenspektrometrie) ist es notig, daB die Probe- 40 
molekiile weitgehend frei von Begleitstoffen, wie etwa Puf- 
tersubstanzen, Metallkationen, Primeriiberschiissen, Pepti- 
den, Lipiden, DetergenLien und dgl., sind, welche die Ana- 
lyse storen konnten. Weiterhin wird eine Nukleinsiiure zur 
Durchfuhrung einer MALDI-MS-Analyse vorteilhafter- 45 
weise in die Ammomumtorm ubertuhrt. Aut diese Weise 
lassen sich diskrcle An.iK ■tsigna le und cm gules Signal/ 
Rausch-Verhaltnis erreichen, und die Diskriminierung des 
Probensignals durch Begleitstoffe wird vermieden. 

Bei der Aufarbeitung von wenigen Proben kann die Auf- 50 
reinigung zwar manuell mit aufwendigen Techniken erfol- 
gen. Zur Bewaltigung einer groBeren Anzahl von Proben ist 
es jedoch erforderlich, ein geeignetes, technisch einfaches 
und kostengiinstiges Aufreinigungsvcrfahrcn bcrcitzustcl- 
len, das automatisiert werden kann, urn den geforderten 55 
Durchsatz zu bewaltigen. 

Bisher sind verschiedene Verfahren zur Aufreinigung von 
Nukleinsauren bekannt. Bei der Reinigung iiber Saulen 
kommcn untcrschicdlichc Techniken zum Einsatz. Bei- 
spielsweise wird beim QIAquickPCR Purifiealion Kit von 60 
Qiagen DNA mit Hilfe eines speziellen Bindungspuffers an 
eine Silicamembran adsorbiert. Der Bindungspuffer be- 
wdrkt, daB nur DNA bestimmter Lange adsorbiert wird und 
uberschiissiger Primer und Nukleotide abgetrennt werden 
konnen. Nach dem Waschen der DNA wird diese dann mil 65 
einem geeigneten Elutionsmittel von der Saule eluiert. 

Bei der AusschluB-Chromatographie wird eine fltissige 
Phase, welche geloste DNA enthalt, auf eine Gelmatrix ge- 
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geben, wobei die Makromolekule in Abhangigkeit ihrer 
GroBe verschieden tief in das Netzwerk der Matrix eindrin- 
gen. Kleinere Molekiile dringen tiefer ein als groBere Mole- 
kiile und werden somit langer auf der Saule zuriickgehalten. 
IVIolekule, die groBer als die groBten Poren der verwendeten 
gequollenen Gelmatrix sind, konnen die Gelkorner nicht 
durchdringen und wandern an diesen vorbei, so daB sie die 
Saule zuerst verlassen. Aufgrund der unterschiedlichen 
GroBe von gewiinschter DNA auf der einen Seite und Pri- 
mern und Nukleotiden auf der anderen Seite, kann eine Auf- 
icinigung crllilgcn. liin liiinlig \ erwendeles Material fiir die 
Gelmatrix ist Sephacryl von Pharmacia. 

Bei den Saulenlechnikcn wird das liluat iiblicherweise 
durch Zentrifugation erhalten, weshalb diese Techniken nur 
mit schr hohem Aufwand automatisiert werden konnen. Da- 
mit sind Saulentechniken nicht fiir einen hohen Proben- 
durchsatz geeignet. Dariiber hinaus ist die Aufreinigung 
iiber Saulen mit einem komplexen apparativen Aufwand 
und damit mit hohen Kosten verbunden. 

Ein wcitcrcs Verfahren zur Aufrcinigung von DNA ist die 
priiparalive Isolierung mittels Gelelektrophorese. Dabei 
werden die Molekiile nach ihrer GroBe getrennt. Die ge- 
wiinschle Bande mit den interessierenden Molekiilen wird 
ausgeschnitten, und diese werden dann direkt aus dem Gel 
eluiert. Auch dieses Verfahren ist nur schwer zu automati- 
sieren, wobei der limitierende Sehritl das Ausschneiden der 
gewiinschten Bande ist. Diese Methode konnte deshalb bis- 
her nur fiir den manuellen Einsatz verwendet werden. 

Ein weiteres Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsau- 
ren isl die Magnelseparalion niillcls spezilisehcr Bindung 
der Nukleinsauren an eine funkiionalisierie Oberilache. Bei 
einer spezifischen Bindung werden gezielt nur bestimmte 
DNA-Fragmente uber hoehaffine Weehselwirkungen oder 
kovalenle Bindung an Parlike] gebunden. Beispielsweise 
werden an mit immobilisiertem Streptavidin ausgestattete 
Magnetpartikel iiber hoehaffine Weehselwirkungen bioiiny- 
licrtc Produktc gebunden. Ncbcn der Vcrwcndung von 
Oberflaehen, die einen Partner eines spe/.ifiselieii Bindepaa- 
res tragen, konnen auch Partikel verwendet werden, die an 
ihrer Oberflache einen Primer tragen. Unter geeigneten Hy- 
bridisierungsbedingungen werden dann nur Fragmente mit 
zu diesem Primer komplementarer Sequenz gebunden. 
Diese Verfalrren erforderu jedoch cine auh\ cudige Vorberei- 
tung sowohl der Festphasen als auch der aufzureinigenden 
Molekiile, beispielsweise durch Derivatisierung und sind 
auf so vorbereitete Molekiile limitiert. 

WO 94/1 1 1 03 beschreibt sofch ein Verfahren unter Ver- 
wendung von magnetisierbaren Polymerpartikeln, die auf 
ihrer Oberflache spezilische Affinitatsliganden tragen. 

EP 0 885 958 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung von 
DNA unter Verwendung von mindestens zwei verschiede- 
nen Magnetpartikeln. die Partner eines spezifischen Binde- 
paares, beispielsweise Sonden, Biotin oder Streptavidin tra- 
gen. 

US-Patent 5,405,951 beschreibt ein Verfahren, bei dem 
DNA unter Verwendung von chaotropen Salzen an Silica- 
oberflachen gebunden wird. Chaotrope Salze sind jedoch 
gesundheitsgefjlirdend Ziulcm ist bei dem im US-Patent 
5,405,951 bcschricbcnen Verfahren ein Arbeiten bei crh5h- 
icr 'rcnipcriilur erforderlich. 

US-Patent 5,705,628 beschreibt ein Verfahren, bei dem 
DNA unter Verwendung eines Bindepuffers an magnetische 
Mikropartikel gebunden wird, die eine mit Carboxylgrup- 
pen ausgestattete Oberflache aufweisen. Allerdings werden 
dorl aufgrund der geringen Ausbeule relativ viele Partikel 
pro Probe benotigt und die Carboxylgruppen-Modifikation 
erlaubt nur die Verwendung von wenigen, speziellen Parti- 
kelsorten. 
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Aufgabe der Erfindung war es somit, ein Verfahren zur 
Immobilisierung/Anbindung bzw. Aufreinigung von Nukle- 
insauren bereitzustellen, welches die Nachteile der im Stand 
der Tcchnik bekannlen Verfahren /.uininJcs! Leilweise ver- 
meidet und welches insbesondere eine einfache und kosten- 5 
effiziente Aufreinigung einer groBen Anzahl von Proben er- 
moglicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein 
Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an eine Fest- 
phase, welches dadurch gekennzeichnel ist, daB eine Nukle- 10 
insiiuren enlliallende Losung mil cincr Feslphase. die hydro- 
phobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache aufweist, 
in Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykols in Kon- 
takt gebracht wird, wobei die Nukleinsauren an die Oberfla- 
che gcbundcn wcrden. Untcr dicscn Bcdingungcn bindcn 15 
die Nukleinsauremolekiile an besagle Oberflache und slehen 
somil fur lt*slphasengoMiil/.lo Wascbvorgange bereit, wah- 
rend derer storende Substanzen effektiv ahgetrennt werden 
konnen und bei Bedarf die Probemnolekiile in die fiir die 
Masscnspcktromctrie giinstigc Ammoniumform ubcrfiihrt 20 
werden konnen. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen Nuklein- 
sauren aus Losungen isoliert werden, wobei unter dem Be- 
griff Nuklcinsaure auch deren Sal/c /u verslehen sind. Die 
Bindung der N ukleinsauren an die Oberflache derFestphase 25 
erfolgl bevorzugl reversibel und unspezifisch und isl somil 
nicht durch spezielle hochaffine Bindepaare, wie etwa 
Slreplavidin/Avidin, oder auf Nukleinsauren mil hcsliinni- 
ten Sequenzabschnitten begrenzt. Das Verfahren ist tech- 
nisch einfach durchzufiihren und kann ohne groBen Auf- 30 
wand automatisiert werden, so daB ein hoher Probendurch- 
salz bei geringen Kosten moglich isl. Das [mniobilisieren 
und auch das Eluieren der Nukleinsauren von der Oberfla- 
che kann bei RauiiUcmperaUir durchgcfiihrl werden. Wcilcr- 
hin wurde iiberraschenderweise festgestellt, daB Nuklein- 35 
sauren mit hoher Ausbeute an besagte Oberflachen gebun- 
dcn werden konnen. Dies hat zur Folgc, daB bei dem crfin- 
dnngsgcniaBcn Verfahren weniger Pardkel pro Probe einge- 
setzt werden miissen als bei bekannten Verfahren, wodurch 
eine weitere Vereinfachung und Kostenverringerung erzielt 40 
werden kann. 

Bevorzugt weist der mit der Losung in Kontakt gebrachte 
Toil der verwcndclen Feslphase einen An lei I \ on > 1 ' i . ins- 
besondere > 5% bevorzugt > 10% und von < 90%, insbe- 
sondere < 50% und bevorzugt < 30% an liydrophoben 45 
chemischen Oberflachengruppen auf. Dabei ist zu beachten, 
daB ab einem gewissen Anted an hydrophoben Oberflachen- 
gruppen, der fiir die jeweilige Festphase ohne weiteres vom 
Fachmann bestimmt werden kann, ein Verklumpen von 
Festphasenpartikeln in waBriger Losung auftritt, mit der 50 
Folge, daB die Festhase nicht mehr resuspendierbar ist. 

ErfindungsgemaB bevorzugt werden kleine, insbesondere 
magnetische Partikel eingesetzt, die auf ihrer Oberflache 
funktionelle, hydrophobe Gruppen, wie etwa Alkyl- oder 
Aryl gruppen Iragen. verwcndci, woraii Nukleinsauren un- 55 
speziflsch und reversibel gebunden werden konnen. Giinsti- 
gerweise werden aus der Umkehrphasenchromatographie 
bekannte funktionelle Gruppen verwendet, da deren Immo- 
bilisicrung und Handhabung gut verstanden und etablicrt ist. 

Es isl auch moglich, eine Feslphase mil inehreren, von- 60 
einander z. B. durch inerte Bereiche abgegrenzten aktiven 
Oberflachenbereichen zu verwenden, um mehrere raurnlich 
voneinander abgegrenzte Reagenzfelder bereitzustellen. 

Besagte Oberflache auf der Festphase kann, sofern nicht 
vorhanden, durch Derivatisierung oder durch Besehiehtung 65 
bereitgestellt werden. Diese Verfahrensweise hat den Vor- 
teil, daB das Material fiir die Festphase frei wahlbar ist. Die 
hydrophoben chemischen Gruppen sind vorzugsweise orga- 
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nische Kohlenwasserstoi f-enthaltende Gruppen und konnen 
cyclische, lineare oder/und verzweigte Strukturen aufwei- 
sen. Bevorzugt tragt die Oberflache ("r-C^o-Alkylgruppen, 
oder C5-C3o-Arylgruppen, insbesondere ( ' ( ,-C24-Alkylgrup- 
pen als funktionelle, hydrophobe Gruppen. Besonders be- 
vorzugt werden die Alkylgi uppen ausgewiihll aus (V Alky I, 
Cig-Alkyl und Mischungen davon, wobei Octadecyl-Ligan- 
den am meisten bevorzugt sind. 

Neben hydrophoben Gruppen weist die Oberflache wei- 
terhin hydrophile chemische Gruppen, z. B. Hydrox3d- oder/ 
und Oxidgrupipen, auf. die ggf. bei einer der unten genann- 
ten Vor- bzw. Zwischenbeschichtungen bereits vorhanden 
sein konnen. Wie oben ausgefuhrt neigen insbesondere 
kleine Partikel mit ausschlieBlich hydrophober Oberflache 
zum Verklumpen in waBrigcn Losungen. Dieses Problem 
kann vermieden werden, indem den funktionellen h3'dro- 
phoben Gruppen hydrophile Gruppen, insbesondere Hy- 
droxylreste zur Seite gestellt werden. Die Hydroxylgruppen 
konnen anorganische Hydroxylgruppen, z. B. Kieselsaure- 
gruppen, oder/und organischc Hydroxylgruppen, z. B. 
Mono- oder Polysaccharide w ie Agarose, umfassen. Weilere 
geeignete hydrophile Gruppen umfassen Carbonyl-, Gar- 
boxyl-, Ester-, Amino-, Thiol-, Sulfat-, Sulfonyl- und ahnli- 
che Gruppen und Kombinationen solcher Gruppen. Auch 
Polyolderivate, wie etwa Polyalkylenglykolderivate konnen 
als hydrophile Gruppen eingesetzt werden. 

Die Anordnung und das Verhaltnis von hydrophoben und 
bydropbilen Gruppen in dem zur Anbindung der Nuklein- 
sauren vorgesehenen Bereich der Oberflache wird so einge- 
slelll. dali die icvciligcn I'ariikc! in waBriger Losung gerade 
mchi mehr verklumpen. die Bindung der Nukleinsaure aher 
nocfi wirksam slalllindel. Die funktionellen Gruppen sowie 
deren Anordnung konnen vom Fachmann den jeweiligen 
Parametern, wie etwa der PartikelgroBe, der Partikeldichte, 
deni Analyten etc. angepalil ausgewiihll werden, lis isl bei- 
| I isi n glicl h i I bi' li p| un i n 
hydrophoben < iruppen ahgegrcn/,len. separalen Mikrobcrei- 
clien auf/.ubringen. lievor/ugl isl jedoch eine 'ATischober- 
flache", in der die hydrophoben und hydrophilen Gruppen 
nebeneinander vorliegen. Die hydrophilen Gruppen konnen 
auch durch geeignet substituierte organische Molekule, z. B. 
Hydroxy-substituierte Alkyle eingebracht. werden. Ein Bei- 
spiel fiir eine bevorzugle Mischoberflache isl eine Al- 
kyl/OH-Oberflache, insbesondere eine G 18 -Alkyl/OH-Ober- 

Besagte Oberflachen konnen direkt oder mittels einer 
Vor- oder Zwischenbeschichtung auf die Festphase aufge- 
bracht sein. Geeignete Vorbeschichtungen sind beispiels- 
weise eine Polykieselsaurematrix oder/und eine Monosac- 
charidmatrix. Andere geeignete Vorbeschichtungen sind 
Partner eines spezifischen Bindepaares, beispielsweise 
Streptavidin/Avidin, auf die dann die eigentliche aktive 
Schicht aufgebracht wdrd. Die Bindung der hydrophoben 
oder/und hydrophilen Gruppen an die Festphase bzw. die 
Bindung der hydrophoben oder/und hydrophilen Besehieh- 
tung an die Vorbeschichtung und die Bindung der Vorbe- 
schichtung an die Festphase kann z. 15. kovalent, z. B. durch 
Veresterung, adsorpdv oder iiber hochaffine Wechselwir- 
kungen crfolgcn. Bei einer besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsfonn wird cine Vorbeschichtung beslehend aus Poly- 
kieselsaure und Monosaccharid auf eine Festphase, bei- 
spielsweise y-Eisenoxidpartikel mit einem Durchmesser im 
Nanometer- oder Mikrometerbereich aufgebracht. Diese 
Vorbeschichtung wird dann mit hydrophoben (iruppen, ins- 
besondere Alkylgruppen und ggf. auch mil hydrophilen 
Gruppen, ausgestattet. Besonders gute Ergebnisse wurden 
mit Partikeln erhalten, die 10 bis 15% Alkylgruppen, insbe- 
sondere Octadecylgruppen pro Kieselsaure-Matrix (mol/ 
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mol) und 0,2%c Octadecylgruppen pro Monosaccharid-Ein- 
heit (mol/mol) aufweisen. 

Als Festphase kann jede dem Fachmann bekannte Fest- 
phase verwendel werden, wie elwa Mikroiiierplailen. <ic- 
faBe, wie etwa Eppendorf-GefaBe, Greiner tubes, Nung 5 
RShrchen etc. Bevorzugt werden als Festphase Feststoffpar- 
tikel mit einem Durchmesser > 1 nm bis < 1 mm einge- 
setzt, wodurch eine giinstige spezifische Oberflache pro 
Gramm Partikel zuganglich ist. Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren erlaubt den Einsatz verschiedenster Festphasenmate- 10 
riulicn. Bevorzugt win) als I'estpliaseninaterial Silica, ein 
Kunststoff wie etwa Polystyrol, oder ein magnetisches oder 
magnetisierbares Material verwendel und inshesondere y- 
Eisenoxid. 

Wcnn cine magnctischc Festphase verwendet wird, kon- 15 
nen weitere Vorteile erhalten werden. Eine Magnetsepara- 
tion ist relativ einfach durchzufiihren und kann leicht auto- 
matisiett werden. Wenn pararnagnetische oder para- und fer- 
romagnetische Partikel als Festphase verwendet werden, 
kann zudcni ein Zusaninienklunipen dcr hcslslollpartikcl 20 
weiler verminderl werden. Ublicherweise werden ftir die 
magnetische Partikeltechnologie (z. B. der Firma Dynal, 
Oslo, Norwegen) kleine magnetische Partikel mit einem 
Durchmesser im nm- oder um-Bereich verwendet, bei wel- 
chen das Problem des Verklumpens besonders stark ist. Die 25 
erfindungsgemaBe Aufreinigung kann aber ohne Verklum- 
pen durchgefiihrt werden, da den hydrophoben Gruppen in 
ausreichender Zahl hydrophile (iruppen, inshesondere Hy- 
droxylgruppen zur Seite gestellt werden. 

Die Anbindung von Nukleinsauren bzw. deren Salzen an 30 
besagte Oberflache wird erfindungsgemaB durch einen Bin- 
depulTcr vcrmillell. Dicser Bindcpnller enlhall ein Sal/ so- 
wie Polyethylenglykol. Als Salz wird bevorzugt ein Alkali-, 
lirdalkali- oder/und Aninioniunisal/, \crwendcl, welches als 
Kation, inshesondere ein Li-, Na-, K-, Rb-, Cs-, Fr-, Be-, 35 
Mg-, Ca-, Sr-, Ba-, Ra- oder/und NH 4 -Ion enthalt. Als 
\nion enlhall das crlindungsgciuiiB verwendetc Sal/, bevor- 
zugt ein Ilalogcnidanion. inshesondere ein Chloridanion. 
Das vcrwendelc Polvclhvlcnglvk -I iPE(.i) wci 1 hcvor/ugi 
eine mittlere Molmasse "von 1 00(1 bis 2001)0 g/Mol, insbe- 40 
sondere von 6000 bis 15000 g/Mol auf. 

Da die Viskositat mit steigendem PEG-Gehalt zunimmt, 
wird dem Bindepuffer bevorzugt ein Alkohol, inshesondere 
Methanol, Ethanol, Propanol und/oder Butanol, besonders 
bevorzugt Ethanol oder/und 2-Propanol zugegeben. Der Al- 45 
koholgehalt im Bindungspuffer kann bis zu 50 Gew.-% be- 
iragcn, hevor/.ugl 30 bis 40 (icw.-'S . 

Im allgemeinen wird fur das erfindungsgemaBe Verfahren 
das Salz bevorzugt in einer Konzentradon von < 5 mmol/1, 
inshesondere von 5 mmol/1 bis 4 mol/1, inshesondere bis zu 50 
3 mol/1 und das Polyethylenglykol bevorzugt in einer Kon- 
zent.rat.ion von 5 bis 40%. eingesetzt. Die angegebenen Kon- 
zentrationen an Salz und PEG sind finale Konzentrationen 
und bezichen sich auf die Bindungsbcdingungcn, d. h. auf 
das endgiiltige Gemisch, das Pi obe und Bindungspuffer und 55 
ggf. weitere Verdiinnungsmittel, wie etwa Wasser, umfaBt. 

Mit dem erhndungsgemaBen Verfahren isr es moglich, 
DNA tiber einen groBen Molmassenbereich zu immobilisie- 
rcn und autzurcimgcn. Es ist sowohl moglich. nur wenige 
Basen groBe Einzelslrang-DNA aufzureinigen als auch 60 
mehrere 100 kb groBe Doppelstrang-DNA, inshesondere 
BACs, PACs und dgl. 

Nukleinsauren, die mit dem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren aufgereinigt werden konnen, umfassen z. B. Einzel- 
slrang-DNA, Doppelstrang-DNA, RNA, LNA sowie Nukle- 65 
insaure-Protein-, Nukleinsaure-PNA- und Nukleinsaure- 
Zucker-Adukte oder Komplexe. Bevorzugt werden Nukle- 
insauren immobilisiert, bei denen es sich um Amplifikati- 



onsprodukte, beispielsweise aus einer PCR-Reaktion, han- 
delt oder die durch Amplification mit Hilfe von Zellen, z. B. 
mittels einer Ubernacht-Kultur, erhalten wurden oder um 
Sequenzierreaktionspn idukte, Primer- Extensionsreaklions- 
produkte, Ligasekettenreaktionsprodukte, Restriktionsendo- 
nukleaseverdauprodukte. etc. Es konnen aber auch synthe- 
tisch hergestellte Nukleinsauren gebunden werden. 

Anhand der Konzentration der Bestandteile, inshesondere 
von Salz und PEG, laBt sich die selektive Anbindung der 
Einzel- und Doppelstrang-Nukleinsauren an besagte Ober- 
flache einstellen. Dabei kann eine Selektivitat > 70%, ins- 
hesondere > 80% und besonders bevorzugt > 90% erzielt 
werden. liei einer Konzentration an einwertigen Kationen 
von 0,5 bis 4 mol/1, zweiwertigen Kationen < 5 mmol/1 und 
PEG < 15 Gcw.-% binden sclcktiv ds-Nuklcinsaurcn > 
80 bp auch in Gegenwart von ss-Nukleinsauren. Die Anbin- 
dung von ss-Nukleinsauren gelingt durch Einstellen der 
Konzentration zweiwertiger Kationen > 5 mmol/1 und < 
100 mmol/1 und PEG von 10 bis 30 Gew.-%. Die Kombina- 
tion bcidcr Methodcn crmoglicht die selektive Aufreinigung 
von ss- und ds-Nukleinsauren. Doppelstrang-Nukleinsauren 
lassen sich durch Einstellen der Salz- und PEG-Konzentra- 
tionen innerhalb der zuvor genannten Bereiche auch nach 
GroBe fraktionieren. Fur kleine Nukleinsauren, insheson- 
dere DNA. hat sich die Verwendung einer finalen Kombina- 
lion an PEG von 15^10% (Gew./Gew.) und einem Salzge- 
halt von 10 bis 1000 mmol/1 als vorteilhaft erwiesen. 

In einer weiteren Ausfiihrungslorni helril'ti dieErfindung 
ein Verfahi-en zur Isolierung oder/und Aufreinigung von Nu- 
kleinsauren umlassend die Schrille 

(a) Bereilstellen einer Nukleinsaure enlhaltenden Lo- 
sLing. 

(b) Inkontaklbringen der Nukleinsaure enthallenden 
Losung mit einer Festphase, die hydrophobe und hy- 
droxide (.ifiippen auf dcr OherlHiche aulweisl, in Ge- 
genwart eines Sal/es und l\M\elh\ Icngh kol, wobci die 
Nul leins iu re in die ( )hei II icln eehni den w ii k 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegehenenfalls Ahlcisen der Nukleinsaure von der 
Festphase. 

Bei der bevorzugten Verwendung einer magnetischen 
Festphase ist das Abtrennen der Festphase von der Losung 
durch niagnelisehe Miltel moglich und kann sunlit leicht an- 
tomatisiert werden. 

Die Festphase wird bevorzugt einmal vor ihrem liinsatz 
gewaschen. Abhangig von Anwendung und Oberflache 
kann z. B. zum Waschen der mit Wasser (bevorzugt 1 : 1) 
verdiinnte Bindungspuffer (BP) verwendet werden. Es kann 
auch eine Losung von 0,5 mol/1 EDTA pH 8-9 eingesetzt 
werden. Wenn eine anschlieBende Analyse der Probe beab- 
sichtigt ist, kann es sinnvoll sein, die Festphase mit mehre- 
rcn Puffcrn zu waschen, u. a. auch mit cincm Ammonium- 
ace tat-Puffer. 

Eine weitere Verbesserung der Aufreinigung kann da- 
durch erhalten werden, daB die abgetrennte Festphase, an 
deren Oberflache die Nukleinsaure gebunden ist, mit einer 
Puffcrlosung gewaschen wird, wcichc an die Festphase gc- 
bundene Verunreinigungen, nichl aber an die Festphase ge- 
bundene Nukleinsaure lost. Die Zusammensetzung der 
Waschlosung wird in Abhangigkeit der Anwendung und der 
Oberflache ausgewahlt. Als Waschlosung geeignet ist z. B. 
50-70% (vol/vol) Ethanol oder 2-Propanol, ggf. mit Zusat- 
zen von EDTA, CDTA und TRIS in millimolaren Konzen- 
trationen. Falls die Probe anschlieBend mit Massenspektro- 
metrie analysiert werden soil, ist die Verwendung einer Am- 
moniumacetat enthaftenden Waschfosung in wenigstens ei- 
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nem Waschschritt bevorzugt, z. B. 0,05 bis 5 mol/1 tamo 
niumacetat in 60 bis 80% Ethanol. Oftmals ist es auch vor- 
teiihaft, zur Aufreinigung mehrere Waschschritte mit unter- 
schiedlichen WaschpulTern durcb/ufuhren. 

Die auf besagter Oberflache gebundenen Nukleinsaure- 5 
molekiile bzw. deren Salze werden bevorzugt mittels einer 
Elutionslosung abgetrennt, wobei als Elutionslosung jede 
Fiiissigkeit verwendet werden kann, die die Nukleinsaure 
wieder von der Festphase ablost. Die Wahl der Elutionslo- 
sung hangt von der Art der verwendeten Oberflache und des 10 
Analyten sowie von der nachlolgenden Verwendung des 
Analyten ab. Bevorzugt werden als Elutionslosung bidestil- 
liertes Wasser, pTT 7 bis 8, eine waBrige TCIS Tiisung mit ei- 
ner TRIS-Konzentration von 1 bis 100 mmol/1, bevorzugt 
mit cincm pH-Wcrt von 7 bis 9, cine Formamidlosung, cin 15 
Loading Buffer fur die Eleklrophurese. eine Malrixliisung, 
z. B. 3-Hydrox3'picolinsaure in Wasser (1 200 mmol/1) fiir 
MALDT-MS etc. verwendet. 

Eine magnetische Festphase kann nach Ablosung der Nu- 
kleinsaure wicdcrum mit magnctischcn Mittcln abgetrennt 20 
wenlen, wodureh eine vollslandigc Auloinalisierung des er- 
findungsgemaBen Verfahrens erreicht werden kann. 

Die mit den erfindungsgemaBen Verfahren isolierten 
oder/und aufgereinigten Nukleinsauren konnen unmittelbar 
fiir eine weitere Analyse, z. B. eine Massenspektrometrie 25 
(MS)-Analyse verwendet werden. Die bisherige aufwendige 
manuelle Reinigung iiber Siiulen ist nicht erforderlich. Viel- 
mehr ist es moglich, eine hohe Anzahl von Proben kosten- 
gtinstig und schnell ftir eine MS- Analyse, insbesondere eine 
MALDI-MS-Analyse oder eine ESI (Elektrospray-lonisa- 30 
tion)-MS-Analyse automatisch aufzureinigen. Dabei kon- 
nen insbesondere Begleitstoffe, wie etwa Puffersubstanzen, 
Metallkationen, Primeriiberschiisse, Peptide, Lipide, Deter- 
gentien und dgl. entfernt werden. Vorteilhafterweise wird 
die Nukleinsaure zur Durchfiihrung einer MALDI-MS-Ana- 35 
lysc in die Anmioniunifonn tibefiihrl, /,. B. durch cincn Io- 
ncnaustausch Na + gegen NH4 + , der durchgefiihrt werden 
kann, wahrend die Nukleinsauren an die Oberflache gebun- 
den sind. Die Art der ertindungsgemaBen Anbindung er- 
moglicht also eine Reinigungsprozedur, d. b. die Nuklein- 40 
saure liegt in zuganglicher Form und nicht als Prazipitat vor. 
Fiir eine Analyse mit MALDI-MS sind insbesondere kleine 
DNA-Molekiile von Interesse. ErfindungsgemaB ist die 
Aufreinigung von kleinen DNA Molekiilen oberhalb einer 
MindestgroBe von ca. 5 Nukleotiden, insbesondere > 10 45 
Nukleotiden moglich. Mit dem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren werden die bei der MALDI-MS-Analyse stcirenden 
Komponenten, wie etwa Puffersubstanzen und Metallkat- 
ionen sowie evtl. vorhandene Primeriiberschusse effektiv 
abgetrennt. Die DNA-Molekiile werden zudem in die fiir 50 
eine MALDI-MS-Analyse kompadble Ammoniumform 
iiberfiihrt und konnen wahlweise in reinem Wasser oder in 
einer wassrigen Matrixlosung eluiert werden und somit di- 
rckt auf das MALDI-Targct transfer! crt werden. Eine Modi- 
fikation der Zusammensetzung der Bindungs- und Wasch- 55 
puffer und der sequentielle Einsatz von Partikeln erlaubt es 
auch, groBere DNA-Molekiile von der Aufreinigung auszu- 
schlieBen, wodureh selektiv ein vorbestimmter Molmassen- 
bcreich ausgcwahlt werden kann, z. B. > 60 bp und < 
100 bp. so 

Durch Variation der Salz- und PEG-Konzentration ist es 
auch moglich, kleine Oligonukleotide, wie etwa Primer 
(ssDNA), Primer-Extensionsprodukte, effizient fiir eine 
Analy se mit MALDI-MS aufzureinigen. 

Tim weilerer Vorlcil isl der breile Voluinenbereich, in dem 65 
mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gearbeitet werden 
kann. Es sind Volumina von ml- bis zum oberen nl-Bereich 
moglich, insbesondere von < 10 ml, bevorzugt < 1 ml und 
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besonders bevorzugt < 100 ul und > 100 nl, bevorzugt > 
1 ul. Der Volumenbereich kann fur die jeweilige Applika- 
tion eingestellt werden, wobei bei kleinem Volumen eine 
konzenlrierte Probe erhalten wird. 

Weiterhin ist es moglich, erfindungsgemaB angebundene 
Nukleinsauren nach bekannten Verfahren zu sequenzieren. 
Die Sequenzierungsbedingungen von bekannten Verfahren 
stellen oftmals Elutionsbedingungen dar. d. h. wahrend der 
eigentlichen Sequenzierung ist die Nukleinsaure dann nicht 
an die Festphase gebunden. In einem solchen Fall ist es vor- 
teilhaft, fiir die Aufreinigung tier Sequen/ierprodukte nach 
AbschluB der Sequenzierreaktion wieder Anbindungsbedin- 
gungen, insbesondere durch Zugabe geeigneter Puffer ein- 
zustellen. Fiir die Sequenzierungsreaktion und anschlie- 
Bcndc Aufreinigung braucht die Festphase, insbesondere 
Beads, nicht abgetrennt werden. Es hat sich herausgestellt, 
daB die Festphasen, insbesondere Partikel, oftmals das zur 
Sequenzierung oft verwendete Thermocycling nicht unbe- 
schadet iiberstehen. In einem solchen Fall werden nach der 
Sequenzierreaktion ncuc, unvcrbrauchtc Beads zugegeben. 

Die Erfindung umfaBl weiterhin ein Verfahren zur Syn- 
thetisierung von Nukleinsauren, wobei erfindungsgemiiB ge- 
bundene Nukleinsauren nach bekannten Verfahren um min- 
destens 1 Nukleotid verlangert werden. Ein Beispiel fiir eine 
solche Reaktion ist die sog. Primer Extension Reaction, also 
die Verlangerung eines Primers (ssDNA) um mindestens 1 
Nukleotid. Die Verlangerung kann durchgefiihrt werden, 
wahrend die Nukleinsaure an die festphase gebunden isl. 
Da aber auch bei der Verlangerung von Nukleinsauren oft- 
mals Bedingungen eingestelll werden. die Hlutionsbcdin- 
gungen entsprechen, kann auch hier das Verlangern stattfin- 
den. wahrend die Nukleinsaure nicht an die Festphase ge- 
bunden isl und die Anbindung der verlangetlen Nuklein- 
saure dann anschlieBend dadurch wieder erreicht werden, 

I \ ' 1 I! I i 1 1 M I 111 111 1 

beispielsweise durch Pulferzugabe eingestelll werden. Die 
1 eslpliase brauchl wahrend der gesanilen Reaklion niehl ab- 
getrennt zu werden. 

Die gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren immobili- 
sierten Nukleinsauren konnen auch verwendet werden, um 
selektiv weitere. nachzuweisende Molekiile, beispielsweise 
Nukleinsauren oder DNA-bindende Proteine zu binden und 
konnen deshalb in enlsprechenden Assays eingeselzl. wer- 
den. Somit umfaBt die Erfindung auch ein Verfahren zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe, wobei man eine 
Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, die 
hydrophobe und hydrophile cheniische (iruppen aulweisl, 
in Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykols in Kon- 
taltt bringt. wobei die Nukleinsauren an die Oberflache ge- 
bunden werden, anschliessend die gebundene Nukleinsaure 
aufweisende Festphase mit der Probe in Kontakt bringt und 
den Analyten iiber die Bindung an die gebundenen Nuklein- 
sauremolekiile nachweist. 

SchlicBlich umfaBt die Erfindung auch einen Reagenzicn- 
kil zur Durehluhi Line des eiiindungsgeinalien Verfahrens, 
der einen Salz und Polyethylenglykol enthaltenden Binde- 
puffer und eine Festphase, deren Oberflache hydrophobe 
und hydrophile Gruppen aufweist. Bevorzugt enthalt ein 
solchcr Rcagcnzicnkit zusatzlich Wasch- und Elutionspuf- 
fer. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird durch die beige- 
frigten Figuren und folgenden Beispiele weiter erlhulert. 

Fig. 1 (bestehend aus Fig. la und lb) zeigt ein Agarose- 
gel von erfindungsgemaB aufgereinigten PCR-Produkten 
sowie von PCR-Produkten, die unter Verwendung von 
COOH-beschichteten Partikeln aufgereinigt wurden: 

Fig. la zeigt einen Ausbeiiievergleieh inner Verwendung 
eines NH 4 C1-Bindepuffers (links) sowie eines NaCl-Binde- 
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puffers (rechts) fur erfindungsgemaB aufgereinigte PCR- 
Produkte (C18/OH-Beads) sowie fur PCR-Produkte, die un- 
ter Verwendung von COOH-beschichteten Partilen aufge- 
reinigt wurden (COOH-Beads). 

Fig. lb zeigt einen weiteren Ausbeutevergleich mit 5 
NH 4 C1-Bindepuffer. 

Fig. 2 (bestehend aus Fig. 2a, 2b und 2c) zeigt die Isolie- 
rung und Aufreinigung von ssDNA und dsDNA mit dem er- 
findungsgemaBen Verfahren fur eine MALDI-MS-Analytik: 

Fig. 2a zeigt das MALDI-Flugzeitmassenspektrum von to 
erfindungsgemaB aufgereinigten PCR-Produkten mit 47 
bzw. 48 Basenpaaren. 

Fig. 2b zeigt das MALDI-Flugzeitmassensepktrum eines 
crlindungsgcmaB aufgcreimpien PCR-Produktes mil 80 bp. 

Fig. 2c zeigt das MALDI-Flugzcitmasscnspcktrum cincs 15 
erlindungsgeniaB aufgereiniglen 24 Nukleotide langen 
DNA Einzelstrangs. 

Bei MAT. 1)1 werden bevorzugl cinfach gcladene Molekii- 
lionen der Spezies (M + H) + , und daneben mit verringerter 
Haufigkcit auch doppclt gcladcnc Molckulioncn dcr Spezies 20 
(M + 2H) 2+ gebildet. PCR-Produkle werden bei der 
MALDI-Massenspektromelrie, sofern nieht besonciere 
MaBnahmen ergriffen werden, aufgetrennt und in Form der 
Einzelstrange detektiert. Die Signale zueinander komple- 
mentarer Einzelstrange werden oft aufgrund geringer Mas- 25 
senunlerscliiede nur purliell aulgelosl. Die GroBe der PCR- 
Produkte laBt sich dennoch durch Vergleich der gemessenen 
mittleren Massen mit abgeschatzten oder aufgrund von be- 
kannten Sequenzen berechneten Werten bestimmen. Die (M 
+ II) + -Signale nicht abgetrennter Primer wurden in den 30 
Spektren an den mit den Pfeilen gekennzeichneten Positio- 
nen registriert werden. 

Beispiele 

35 

Beispiel 1 

dsDNA-Isulierung und Aufreinigung aus PC 'R (Polymcrdsc- 
kettenreaktion) 

40 

Magnetische Partikel, deren Oberflache hydrophobe und 
hydrophile Gruppen aufweist, werden zunachst dreimal mit 
150 pi EDTA-Losung (0,5 mol/l, pH 8) durch magnetische 
Separation der Partikel und Verwerfen des Uberstandes ge- 
waschen. Nach dem letzten Waschen werden die Partikel in 45 
EDTA-Losung autgenommen und vermischt. Die Massen- 
konzentration betragt 20 mg/ml. 

Die zu untersuchenden Proben werden in einer Mikroti- 
terplatte (z. B. 96 well) vorgelegt. Zu 40 pi Probevolumen 
werden 40 ul Bindungspuffer (2,5 mol/l NaCl, 20% (Gew./ 50 
Gew.) PEG6000) und 10 ul der Partikelsuspension zugege- 
ben, vermischt und bei Raumtemperatur lOmin inkubiert.. 

Die Mikrotiterplatte mit den Proben wird anschlieBend 
fiir 2 min in cine Magncthalterung gcstcllt, der Uberstand 
verworfen und die Partikel zweimal mit 150 ,ul Waschpuffer 55 
(40% Ethanol) gewaschen und anschlieBend an Luft 2 bis 
5 min getrocknet. 

SchlieBlich wird die Mikrotiterplatte aus dem Magnethal- 
ter cntnommcn und die Partikel in 20 ml Elutionspuffcr 
(1 mmol/1 Tris-HCL) resuspendiert und 5 min inkubiert. Die 60 
Mikrotiterplatte wird dann wiederum in die Magnethalte- 
rung gestellt und das Eluat nach 2 min abgenommen. 

Die im Eluat enrhaltene DNA konnte ohne weitere Auf- 
reinigung fur Konzentrationsbestimmungen. zu DNA-Se- 
quenzierung usw. verwendel werden. 65 



Beispiel 

2 dsDNA-Isolierung und Aufreinigung aus Zellkultur 

Zellen aus einer Ubernachtkultur wurden pelletiert und 
der tjberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 40 pi Re- 
suspendierungspuffer (50 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,10 mmol/1 
EDTA, 100 pg/ml RNAse A) autgenommen und vermischt. 
Dann wurden 40 pi Lysepuffer (200 mmol/1 NAOH, 1% 
(Gew./Gew.) SDS) zugegeben und vermischt. Nach Zugabe 
von 40 pi Neutralisierungspuffer (3 mol/l KOAc, pH 5,5) 
und Vermischen wurde 15 min bei 13.000 U/min zentrifu- 

Der Uberstand wurde in eine frische Mikrotiterplatte 
transfcricrt. Erfindungsgcmark magnetische Partikel wur- 
den dreimal mit 150 pi EDTA-Losung (0,5 mol/l pH 8) 
durch magnetische Separation der Partikel und Verwerfen 
des Uberstandes gewaschen. Nach dem letzten Waschen 
wurden die Partikel in EDTA-Losung aufgenommen und 
vermischt. Die Massckonzcntration bctrug 20 mg/ml. 

Zu 120 ul Probevolumen wurden 120 pi Bindungspuffer 
(2,5 mol/l NaCl, 20% (Gew./Gew.) PEG 6000) und 10 pi der 
Partikelsuspension zugegeben. Nach M schen des Ansatzes 
wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Mikrotiterplatte mit den Proben wurde anschlieBend 
fur 10 min in eine Magnethalterung gestellt, der Uberstand 
verworfen und die Partikel zweimal mit 120 pi Waschpuffer 
(70% Ethanol, 10 mmol/1 Tris-IICI, P TT 8,1 mmol/1 EDTA) 
gewaschen und anschlieBend an der Luft 5 min getrocknet. 

Die Mikrotiterplatte wurde dann aus dem Magnethalter 
genommen und die Partikel in 50 pi Elutionspuffer 
(1 mmol/1 Tris-HCL, pH 8) resuspendiert, 5 min inkubiert 
und die Platte dann vvieder in den Magnethalter gestellt und 
das Elual nach 2 min abgenommen. 

Die im Eluat enthaltene DNA konnte ohne weitere Auf- 
reinigung 1'iir Kon/enlralionsbesiiiiiniungen, DNA-Sequen- 
zicrung usw. verwendet werden. 

Beispiel 3 

Ausbeutevergleich 

Fig. 1 zeigl das Agarosegel von aufgereinigten 100 bp 
PCR-Produkten. Die Aufreinigung wurde zum einen gemiiB 
der Erfindung und zum anderen unter Verwendung von 
COOH-beschichteten Partikeln (vgl. US-Patent 5,705,628) 
durchgefuhrt. Den PCR-Produkten wurden vor der Aufrei- 
nigung 100 pmol einer 32 Nukleotide groBen ssDNA zuge- 
geben. Wie man aus der Abbildung des Agarose-Gels sehen 
kann, wurde die gewunsehle Nukieinsaure in gercinigter 
Form erhalten und unerwunschte Substanzen inklusive der 
32 Nukleotide ssDNA abgetrennt. Weiterhin ist die Aus- 
beute beim erfindungsgemaBen Verfahren deutlich hotter als 
den COOH-beschichteten Partikeln. 

Beispiel 4 

Aufreinigungsprotokolle 

Zur Aufreinigung von Doppelstrang DNA (vgl. Fig. 2a 
und 2b) wurden PCR-Reaktionen jeweils in 40 pi Reakti- 
onsvolumina in 96iger Titerplatten durchgefuhrt. Magne- 
tische Partikel wurden vor Gebrauch magnetisch separiert, 
wobei iiberstehende Losung abpipetiert und die Partikel in 
einem Aliquot des Bindungspuffers resuspendiert wurden. 
Nach AbschluB der Amphhkationsreaktion wurden zu je- 
dem ReaktionsgefaB 5 pi der Suspension der magnetischen 
Partikel zugegeben, gefolgt von 50 pi Bindungspuffer und 
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zwar fur die PCR-Produkte mit 47/48 bp (vgl Fig. 2a): 
1,5 M NKtClMOmM MgCl 2 in 40% (Gew./Gew.) PEG 
6000/60% (Gew./Gew.) LEO und fur das PCR Produkl mil 
80 bp: 2,5 M NH4C1 in 30% (Gew./-Gew.) PEG 6000/70% 
(Gew./Gew.) H 2 0. 

Die resultierende Suspension wurde gut durchmischl und 
10 min stehengelassen. Danach wurden die Partikel magne- 
tisch separiert, der Uberstand abpipetierl und durcb 105 ul 
65% (vol/vol) Ethanol/35% (vol/vol) H 2 0 (Waschlosung 1) 
ersetzt. Durch Umsetzen der GefaBe wurden die magne- l 
lischi'i) Parlikd /.weimal (lurch die Waschlosung bewegt. 
AnschlieBend wurde der Uberstand nacheinander durch 115, 
125 und 135 pi 1,5 M Ammoniumacetat. in 30% (vc 
H 2 0, 70% (vol/vol) Ethanol ersetzt, wobei die Partil 
weils funfmal durch die ncue Waschlosung 2 bcwcgl 
den. Die tjberstande wurden jeweils verworfen. SchlieGlich 
wurden die Partikel zweimal mit 145 pi 80% (vol/vol) Etha- 
nol/20% (vol/vol) H 2 0 (Waschlosung 3) gewaschen, wobei 
die Partikel jeweils zweimal durch die Losung bewegt wur- 
den. Nach Abpipctticrcn des lctztcn tJbcrstandcs wurden die 20 
Parlikel /.urn Abdanipfen des verbliebenen Ehanuls 10 min 
an Luft stehen gelassen. AnschlieBend wurden die Partikel 
in 5 pi 1 mM Tris-HCl, pH 7,5 (Elutionslosung) resuspen- 
diert. Nach 10 min wurden die Partikel magnetisch abge- 
trennt und 0,5 pi des Uberstandes auf einen frischgereinig- 25 
len MALDI-Probenlrkger iiberfuhrl und don mil 0,5 pi Ma- 
trixlosung (200 mM 3-Hydroxvpicolinsaure in 30% (vol/ 
vol) Acetonitril/70% H 2 0 (vol/vol)) vermischt. Nach Ab- 
dampfen des Ldsungsmittels wurde die Probe in einen Bru- 
ker Reflex 11 MAldJI-Hug/.eilmasscnspckironiclcr analy- 30 
siert. 

Zur Aufreinigung der Einzelstrang-DNA (vgl. Fig. 2c) 
wurden 10 pmol eines 24 Nukleotide langen Oligodeoxyri- 
bonukleotids in 40 pi PCR-Reaktionslosung vorgelegl und 
hierzu 5 pi der Suspension der magnetischen Partikel (in 35 
Bindepuffer) gegeben, gelblgt von 50 ul Bindepulfcr 1 1 .5 M 
NH 4 Cl/40 mM MgCl 2 in 35% (Gcw./Gcw.) PEG 6000/30% 
(vol/vol) Ethanol. Die Waschprozedur unterschied sich von 
der obigen darin, daB die ersic Waschung ausgelassen wurde 
und die Waschlosung 2 durch 100 inM Ammoniumacetatin 40 
30% (vol/vol) H 2 O/70% (vol/vol) Ethanol ersetzt wurde. 
Die Elution und anschlieBende Analyse des aufgereinigten 
Produkls wurden wie oben beschrieben durchgefiihrl. 

Patentanspriiche 45 

1. Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an 
eine Festphase, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Fest- 
phase, die hydrophobe und hydrophile Grappen auf der 50 
Oberflache aufweist, in Gegenwart eines Salzes und 
Polyetlylenglykols in Kontakt gebracht wird, wobei 
die Nukleinsauren an die Oberflache gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzcich- 
net, daB besagte Oberflache Alkyl- oder Arylgruppen 55 
als hydrophobe Gruppen aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Alkylgruppen ausgewahlt werden aus C 8 - 
Alkyl, C 18 - Alkyl und Mischungcn davon. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 60 
durch gekennzeichnet, daB die Oberflache Hydroxyl- 
gruppen als hydrophile Gruppen aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Fest- 
phase urn Feslpartikel handelt, 65 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Festphase ma- 
gnetisch ist. 



7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Salz 
um ein Alkali-, Erdalkali- oder/und Ammoniumhalo- 
genid handelt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB ein Polyethylengly- 
kol mit einer mittleren Molmasse von 1000 bis 
20000 g/moi zugegeben wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in einer fi- 
nalen Konzentration von < 5 mmolA bis 4 mol/1 ver- 
wendet wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Polyethylengly- 
kol in einer finalcn Konzentration von 5 Gcw.-% bis 
40 Gew.-% verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der 
Nukleinsaure um DNA handelt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der 
Nukleinsaure um Amplifikationsprodukte handelt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB selektiv Einzel- 
strang- oder Doppelstrang-Nukleinsauren gebunden 
werden. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Nuklein- 
saure in einem Bereich von > 5 Nukleotide bis < 
1000 Nukleotide selektiv hinsichtlich der GroBe ge- 
bunden wird. 

15. Verfahren zur fsolierung oder/und Aufreinigung 
von Nukleinsauren umfassend die Schritte 

(a) Bereilslellen einer Nukleinsaure enlhallcndcn 

Losung, 

(b) Inkoniakibringcn (ier Nukleinsaure enlhallen- 
den Losung mit einer Festphase, die hydrophobe 
und hydrophile Gruppen auf der Oberflache auf- 
weist, in Gegenwart eines Salzes und Polyethy- 
lenglykol, wobei die Nukleinsaure an die Oberfla- 
che gebunden wird, 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegebenenfalls Ablosen der Nukleinsaure von 
der Festphase. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Festphase magnetisch ist und das Ab- 
trennen der f'eslphase von der hosting durch niagnc- 
tische Mittel erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kcnn/.cichnel, daB die in Sell rill (c) abgelrennle f'esl- 
phase mit einer Pufferlosung gewaschen ward, welche 
an die i'estphase gebundene Verunreinigungen, nicht 
aber an die Festphase gebundene Nukleinsauren lost. 

18. Verfahren nach einem der Anspriichc 15 bis 17, 
dadurch gekenn/eiehnel, ilaL! das Ablosen der Nuklein- 
saure in Scliritt. (d) mittels einer Elutionslosung durch- 
gefiihrt. wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB von der Festphase abgc- 
k isle Nukleinsaure und die 1 cslpha.se mil niagnelischen 
Mitteln getrennt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB die gewonnene Nuklein- 
saure einer massenspektrometrischen Analyse unterzo- 
gen wird. 

21. Verfahren zur Bestimmung der Nukleotidsequenz 
einer Nukleinsaure umfassend die Schritte: 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Fest- 
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phase gemaB dem Verfahren nach Anspruch 1 und 
(b) Sequenzieren der Nukleinsaure nach bekann- 
ten Verfahren. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, weilerhin umfassend 
den Schritt 5 

ic) Aulreinigung der Sequen/ierungspividukle. 

23. Verfahren zur Synthetisierung von Nukleinsauren 
umfassend die Schritte 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Fest- 
phase gemaB dem Verfahren nach Anspruch 1 und 10 

(b) Verlangem der Nukleinsaure uni inindestens 
ein Nukleotid nach bekannten Verfahren. 

24. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer 
Probe, dadureh gekenn/eiehnei, daB man eine Nuklein- 
sauren enlhallende T.osung mil einer Festphase, die hy- 15 
drophobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache 
aufweisl. in (.iegenvvarl eines Sal/.es und Pohethylen- 
glykols in Kontrakt bringt, wohei die Nukleinsauren an 
die Oberflache gebunden werden, anschlieBend diese 
Fcstphasc mit der Probe in Kontakt bringt und den 20 
Analylen iiber die Bindung an die gebundenen Nukle- 
insauren nachweist. 

25. Reagenzienkit zur Durchfiihrung eines Verfahrens 
gemaB einemder Anspriiche 1 bis 24 umfassend: 

(a) einen Bindepuffer, der ein Salz und ein Poly- 25 
elhylenglykol enlhiill und 

(b) eine Festphase, die hydrophobe und hydro- 
phile Gruppen auf der Oberflache aufweist. 

26. Reagenzienkit nach Anspruch 25, weiterhin um- 
fassend, 30 

(c) einen Elutionspuffer, mit dem an diese Ober- 
llaelie gebundene Mukloinsiiurc ahgelosl werden 
konnen, 

(d) einen Wasehpulier, mil dem an die Festphase 
gebundene Verunreinigungen abgetrennt werden 35 
konnen. 
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